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ABSTRACT
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DNA microarray technology is a powerful tool in functional genomics study of many organisms, the
forest-trees included. This method allow to examine simultaneously the changes in expression of thousands
of genes and it is based on specific hybridization of cDNA probes from an organism with the DNA library
immobilized in an array. The power of this method consists in miniaturization, automation and parallel
study of large-scale genome from multiple samples. In forest science, the microarray technology has
already been applied in some study of gene-expression in Populus, Pinus and Picea species and the number
of new reports is still increasing every year. Since far, some gene-expression have been studied among
woody plants in regard of development and growth processes (xylem, adventious-root and zygotic embryo
formation, flowering, ripening, shooting of leaves), resistance mechanisms against biotic (fungi, viruses)
and abiotic factors (drought, NaCl, elevated CO, and O, concentrations). Many practical applications of
the microarray technique may concern the early selection in nursery of trees for morphologically valuable
traits, the sustainable forest regeneration and the production of genetically transformed species for the
chosen trait.

KEY WORDS

microarray, gene-expression, mRNA, ESTs, forest-tree species

ADDRESSES

Justyna A. Nowakowska — Zaklad Genetyki i Fizjologii Drzew Lesnych; Instytut Badawcezy Lesnictwa;
ul. Bitwy Warszawskiej 1920 r. nr 3; 00-973 Warszawa; j.nowakowska@ibles.waw.pl

Wstep

Zawarta w jagdrze komérkowym informacja genetyczna w postaci taricucha DNA gwarantuje
przebieg podstawowych proceséw biochemicznych oraz wytworzenie wszystkich cech morfo-
logicznych organizmu. Ekspresja genéw jest kluczowym procesem w przekazywaniu informacji
genetycznej zawartej w DNA do cytoplazmy, gdzie nastgpuje przetozenie (translacja) kodu
genetycznego z mRNA na faricuchy peptydowe (tabela, ryc. 1). Pojawienie si¢ pewnej cechy
fenotypowej w organizmie, np. wytworzenie odpornosci na niekorzystny czynnik biotyczny lub
abiotyczny, zalezy od poziomu i jakosci bialek syntetyzowanych na podstawie wytworzonych
w jadrze komérkowym czasteczek mRNA.

Od kilkudziesi¢ciu lat badanie ekspresji genéw na podstawie analizy RNA przyniosto
wiele informacji odnosnie funkgcji i aktywnosci wielu genéw. Technika mikromacierzy powstata
w wyniku udoskonalenia detekcji ekspresji genéw wykonywanych takimi metodami, jak hybry-
dyzacja Northern blotting, ilosciowa reakcja RT-PCR (czyli PCR z odwrotng transkrypcjg), ana-
liza zréznicowanej amplifikacji (differential display) czy seryjna analiza ekspresji genéw
(SAGE). Jakkolwick procedury te sg nadal wykorzystywane w biologii molekularnej, szczegél-
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Tabela 1.
Podstawowe terminy stosowane w genomice funkcjonalnej
Glossary of functional genomics

Biblioteka DNA - zbidr genéw danego organizmu

DNA library — the set of genes in one organism

BLAST - algorytm do wyszukiwania lokalnych podobieristw dwéch sekwencji DNA

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

c¢DNA - komplementarne DNA, powstale w wyniku odwrotnej transkrypcji mRNA

c¢DNA - complementary DNA, synthesized by reverse-transcriptase reaction

ekspresja genéw — przeniesienie informacji genetycznej z DNA na mRNA

gene expression — mRNA synthesis from the DNA matrix

ESTs - zbiér sekwencji cDNA danego genu

ESTs - expressed-tagged-sites (cDNA of a given gene)

Genomika - badanie struktury genéw na poziomie DNA

Genomics — study of gene structure at the DNA level

Genomika funkcjonalna — badanie struktury genéw przez mikromacierze

Functional genomics — microarray analysis of gene-structure

Hybrydyzacja — przylaczanie komplementarnych czgsteczek kwaséw nukleinowych

Hybridation — annealing of nucleic acid strains

Mikromacierze — ptytki (szklane, nylonowe) zawierajace duzg liczbg fragmentéw genéw danego orga-
nizmu, umozliwiajg poréwnanic ekspresji genéw w dwdch prébach jednoczesnie
— eksperymentalnej i kontrolnej,

Microarray — glass or nylon matrix containing the ESTs from a given organism

mRNA - informacyjne RNA (kwas rybonukleinowy), nosnik informacji migdzy jadrem komérkowym

a cytoplazmg

mRNA — messenger RNA (ribonucleic acid), a carrier of information between nucleus and cytoplasm

Sonda molekularna — fragment cDNA, ktéry umozliwia detekcje danego genu

Molecular probe — cDNA fragment of a given gene

Transkrypcja — synteza RNA na podstawie informacji genetycznej w DNA-matrycy

Transcription — RNA synthesis from the DNA matrix

"Translacja — synteza taricuchéw peptydowych na podstawie matrycy mRNA

"Translation — protein synthesis from the mRNA

nie w przypadku analiz nieznanych genéw, sg one czesto pracochtonne i mogg nickiedy gene-
rowaé falszywe wyniki. Technika mikromacierzy (inaczej chipy DNA, mikrouktady DNA,
mikrosiatki lub macierze DNA) omija wiele ,,wrazliwych” etapéw wymienionych tutaj metod,
dajac w zamian réwnoczesng detekcje ekspresji tysigey genéw jednoczesnie.

Po raz pierwszy technologie mikromacierzy opracowano w 1995 r. dla rzodkiewnika pospo-
litego (Arabidopsis thaliana 1..) na Uniwersytecie w Stanford [Shena i in. 1995]. Poniewaz tech-
nika ta opiera si¢ na poznaniu sekwencji genomu danego organizmu, jest ona z powodzeniem
stosowana w badaniach ekspresji genéw u organizméw o zsekwencjonowanym genomie, np.
drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae), ryiu (Oryza sativa), kukurydzy (Zea mays 1.),
muszki owocowej (Drosophila melanogaster) i cztowicka [Aharoni, Vorst 2001; Jin i in. 2001;
Enard i in. 2002; Stamatoyannopoulos 2004]. W ostatnich latach opracowano réwniez duza
liczbe sekwencji ESTs gatunkéw drzewiastych, np. Populus, Citrus, Pinus i Picea, co umozliwito
rozpoczecie badari ekspresji genéw przy zastosowaniu mikromacierzy [Hertzberg i in. 2001;
Brinker i in. 2004; Stasolla i in. 2004; Forment i in. 2005].

Ogdlnie, mikromacierze DNA polegajg na detekeji ekspresji genéw z danego organizmu
poprzez hybrydyzacj¢ komplementarnych nici DNA - sond z kolekcjg fragmentéw genéw
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Rye. 1.
Schemat procesu ekspresji genéw w komoéree, poczawszy od syntezy czasteczek RNA z matrycy DNA
w jadrze komérkowym, po synteze¢ biatek w cytoplazmie
Gene-expression process in the cell concerns the RNA synthesis from the DNA matrix in the nucleus and
it ends by the protein synthesis in the cytoplasm

w postaci fragmentéw DNA Iub oligonukleotydéw, przytwierdzonych do szklanych lub siliko-
nowych ptytek albo nylonowych podtozy, w scisle okreslonym porzgdku [Freeman i in. 2000;
Churchill 2002; Leung, Cavalieri 2003]. Detekeja poszezegdlnych genéw odbywa sie dzigki za-
stosowaniu fluorescencji o zmiennej dtugosci fali dla préby doswiadczalnej i kontrolnej (ryc. 1).
Dzigki temu, w trakcie jednej analizy, mozliwa jest detekcja tysigcy genéw jednoczesnie,
gléwnie na zasadzie poréwnania poziomu ekspresji genéw w obu prébach. Za pomocg mikro-
macierzy mozna identyfikowaé geny odgrywajace wazng funkcje w procesach zyciowych
komorki (np. oddychanie, fotosynteza, transport komérkowy) oraz bada¢ szlaki metaboliczne
o nie poznanym podlozu genetycznym.

Opis techniki mikromacierzy

Podstawowg zasadg dziatania mikromacierzy DNA jest: 1) przygotowanie mikromacierzy 2) izo-
lacja mRNA z analizowanych komérek i synteza sond znakowanych fluorescencyjnie, 3) hybry-
dyzacja sond z sckwencjami genéw w macierzy, 4) detekcja obrazu przez wigzke lasera, 5) analiza
komputerowa genéw o zwigkszonej lub zmniejszonej ekspresji (ryc. 2).

PRZYGOTOWANIE MIKROMACIERZY. Hybrydyzacja polega na przylgczeniu do podtoza — matrycy
(s to najczgsciej membrany nylonowe, szkietka mikroskopowe i silikonowe lub ceramiczne
»chipy”) specyficznych sekwencji gendéw, ktére pochodzg z analizowanych komdrek. Jesli
genom danego organizmu nie zostal jeszcze zsekwencjonowany, do przygotowania macierzy
wybierane sg najbardziej reprezentatywne kolekcje ESTs z bibliotek genomowych, czyli frag-
menty genéw ulegajacych ekspresji w danym organizmie [Yang, Speed 2003]. Na ogdt
umieszcza si¢ od 9000 do 30000 kopii ESTs w jednej ptytce macierzy [Horvath i in. 2003;
Forment i in. 2005]. Cala dalsza analiza detekcji ekspresji genéw jest oparta na ilosci i rodzaju
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Ogélny schemat techniki mikromacierzy. Objasnienia w tekscie
General scheme of microarray technique. Details in the text

genéw (ESTs) umieszczonych na matryey, gdyz stanowig one baz¢ danych dla wszystkich
mozliwych transkryptéw. Przygotowanie klonéw ESTs dla danego organizmu jest dos$¢ praco-
chlonne i w przypadku organizméw zblizonych filogenetycznie mozna je zastgpic istniejgcymi
juz sekwencjami ESTs, wyszukujac je w ogélnej bazie danych (np. BLAST).

Mikromacierze mozna wykona¢ w laboratorium lub zakupi¢ gotowe matryce. Lista ogélnie
dostgpnych mikromacierzy znajduje si¢ m.in. na stronach www.api.com, www.gene-chips.com,
www.wfubmc.edu/physpharm/gentech.

[zorAc]A MRNA 7 KOMOREK I SYNTEZA SOND ZNAKOWANYCH FLUORESCENCY)NIE. DUZE} Zaletq
techniki mikromacierzy jest wymagana mata ilo$¢ wyjsciowego materiatu do analiz od 100 do
500 mg [Freeman i in. 2000]. Warto zaznaczy¢, ze mikromacierze umozliwiajg analiz¢ relaty-
wnego poziomu ekspresji genéw, ktéry zawsze jest poréwnywany z inng prébg, kontrolng.
Najczesciej poréwnuje si¢ ekspresj¢ genéw w dwdch tkankach, jednej indukowanej np. czyn-
nikiem zewnetrznym 7z drugg — tkankg kontrolng, nie poddang indukcji (ryc. 2).

Nastepnie, wyizolowane mRNA, poddawane s odwrotnej transkrypcji w celu otrzymania
sond ¢cDNA. W mikromacierzach sondami mogg by¢: klony ¢cDNA, produkty RT-PCR
i oligonukleotydy [Churchill 2002]. Sekwencje sond utworzonych z klonéw ¢cDNA bardzo cz¢sto
generujg niespecyficzne produkty hybrydyzacji, poniewaz wykazujg niskg homologie¢ z poszuki-
wanymi genami. Ich zaletg jest jednak duza dlugosé analizowanego fragmentu — nawet do
kilkuset par zasad (pz). Sondy utworzone w wyniku reakcji odwrotnej transkryptazy (RT-PCR)
majg od 200 do 500 pz dlugosci i wykazujg wickszg specyficznosé, gdyz pochodzg z regionéw
kodujgcych genomu. Sondy oligonukleotydowe powstajg in situ, w trakcie hybrydyzacji frag-
mentéw. Nie przekraczajg one dtugosci 80 pz, tak wige, aby zwigkszy¢é moc detekeji danego
genu, stosuje si¢ wiele oligonukleotydéw jednoczesnie [Aharoni, Vorst 2001].
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W dalszym etapie, sondy cDNA sg znakowane w sposéb bezposredni lub posredni, przez
dotgczanie fluorescencyjnych czgsteczek (np. cjanin Cy-3 i Cy-5) do syntetyzowanych nici
c¢DNA w czasie reakcji RT-PCR. Reakcja RT-PCR bierze poczgtek od oligonukleotydéw star-
towych (dT)n, ktére przylaczajg si¢ do koricéw 3-mRNA i umozliwiajg syntez¢ komplemen-
tarnego DNA dzigki retrowiralnemu enzymowi — odwrotnej transkryptazie. Znakowanie
bezposrednie polega na przytaczaniu czasteczek fluoroforéw bezposrednio w trakcie syntety-
zowanego taicucha cDNA w reakcji RT-PCR, za$ metoda znakowania posredniego polega na
dotgczeniu do czgsteczek cDNA dodatkowych grup estrowych, ktére zwigkszajg specyficznosé
przylaczenia fluoroforu do cDNA. Sondy oligonukleotydowe znakowane sg tymi samymi marke-
rami w dwdch prébkach, np. streptawidyng i biotyng [Dudda-Subramanya i in. 2003].

Ogdlnie, w mikromacierzach opartych na sondach cDNA uzywane sg dwa rodzaje fluores-
cencyjnych cjanin (zielona Cy-3 i czerwona Cy-5), dzigki czemu mozliwe jest poréwnanie
ckspresji dziesigtkéw tysigcy genéw w dwdéch rodzajach prébek jednoczesnie.

HYBRYDYZACJA SOND Z SEKWENCJAMI GENOW W MACIERZY. Hybrydyzacja znakowanych sond
z macierzg DNA jest kluczowym etapem techniki mikromacierzy i moze by¢ wykonywana
reeznie lub w specjalnym aparacie (np. Hyb4 Genomic Solutions), ktéry zapewnia kon-
trolowane warunki temperatury i czasu hybrydyzacji. Dystrybucja sond ¢cDNA do kazdej ze
studzienek macierzy jest losowa, aby w ten sposéb zminimalizowa¢ bledna, niespecyficzng
hybrydyzacj¢ i szum podtoza.

DETEKC]JA OBRAZU. Detekcja obrazu za pomocy fluorescenciji jest najczgsciej uzywang technikg
w analizach mikromacierzy, macierzy oligonukleotydowych oraz mikroelektronicznych chipéw.
Badanie zréznicowania sity sygnatu mig¢dzy studzienkami mikromacierzy jest mozliwe dzigki
tzw. efektowi Stoke’a. Efekt ten polega na przesunigciu dtugosci fali mi¢dzy wigzkg wzbudza-
jacg a wigzkg emisji, co umozliwia analiz¢ dwdch prébek (doswiadczalnej i kontrolnej) dwoma
fluoroforami jednoczesnie. Na ogét fluorescencija jest odczytywana za pomocg mikroskopu kon-
fokalnego, ktéry generuje wzbudzajace wigzki laserowe i przetwarza sygnat emisji na obraz
komputerowy [Freeman i in. 2000].

Poniewaz poziom emisji sygnatu rosnie liniowo, wicksza detekcja sygnatu Cy-3 lub Cy-5
odpowiada wzglednie wigckszej ekspresji danego genu w jednej prébee niz w drugiej. Jesli np.
c¢DNA 7 tkanki roslinnej poddanej suszy (prébka B) s znakowane ziclonym fluoroforem Cy-3,
a mRNA pochodzgce z roslin kontrolnych (prébka A) — czerwonym Cy-5, to przewaga koloru
zielonego w studzience mikromacierzy be¢dzie swiadczyta o zwigkszonej ekspresji genéw stresu
wodnego w prébee B (ryc. 3). Kolor czerwony bedzie oznaczat ekspresje genéw w prébee A, nie
poddanej dziataniu suszy, zas kolor z6tty — zrtéwnowazong ekspresj¢ obu rodzajéw genéw w ko-
mdree (A=B). Kolory posrednie, mi¢dzy zielonym a czerwonym, sg komputerowo analizowane
w celu okreslenia przewagi ekspresji genu w jednej tkance nad drugg [Leung, Cavalieri 2003].

Im dany gen podlega wickszej ekspresji, tym wigcej czgsteczek znakowanego cDNA
przyltaczy si¢ do podtoza i emitowany sygnat bedzie silniejszy.

KOMPUTEROWA ANALIZA DANYCH. Uzyskany obraz jest skanowany za pomocg np. GenePix
4000B (Axon Instruments) i analizowany w programie Acuity v 4.0. Ogélnie, analiza danych
odbywa si¢ po wstepnej eliminacji szumu podtoza w mikromacierzach (gtéwnie przez pomiar
prébek ,,zerowych”, czyli pozbawionych fragmentéw DNA). Tak jak wickszos¢ technik opar-
tych na poréwnaniu poziomu ekspresji genéw, w mikromacierzach dokonuje si¢ wstgpnie nor-
malizacji warunkéw detekcji, poczynajac od wyréwnania liczby sond cDNA w kazdej prébie,
a koriczge na zminimalizowaniu sygnatu ekspresji konstytutywnej genéw. Interesujacy przeglad
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Detekeja ekspresji genéw w mikromacierzach

A) B)
i . Gene-expression in microarrays
} i I : -

$EEP00PES0E SO0 00N

COCOa00O00O00O0D0a0N0

COOO000OC 0000000

y e aee @ | ]

OOOOBOB0
ORo00R00

OO

OBCESOEOE

g
.
.
)
-
L

mikromacierz DNA Detekeja sygnalu sond z tkanek AY i B)

DXNA microarray Signal detection of probes from tissues A and B

Rye. 3.

Kod detekcji ekspresji genéw w mikromacierzach DNA. Ekstrahowane RNA z prébki kontrolnej (A)
i eksperymentalnej (B) sg przeksztalcane w czasteczki cDNA i znakowane fluorescencyjnie. Po hybry-
dyzacji sond cDNA z fragmentami genéw w mikromacierzy, otrzymany obraz jest wynikiem zatozenia si¢
dwdch koloréw emisji fluoroforu czerwonego z prébki A i zielonego z prébki B. Przewaga w mikromacierzy
koloru czerwonego (A>B) $wiadczy o ekspresji genu z mikromacierzy w prébece A. Przewaga koloru
zielonego (A<B) o ekspresji genu w prébee B. Kolor z6tty, posredni mi¢dzy kolorami sond A i B, wystepuje
w przypadku réwnoczesnej ekspresji danego genu w prébee A i B (A=B)

Gene expression code in microarrays of DNA. First, the RNA are extracted from control (A) and experimental
(B) samples. Then, the RNA are transformed into cDNA and labeled with fluorescents dyes. The image
from hybridization of labeled probes with microarray containing different genes results in combination
of two colors - red from probe A and green from the probe B. Red color displayed in microarray (A>B)
proves the gene-expression in sample A in microarray. Green color intensity is characteristic for gene
expression in sample B (A<B). The same level of yellow colored intensity (A=B) in microarray proves the
equivalent gene expression in both samples, A and B

wigkszosci czynnikéw wplywajacych na poziom odczytu ekspresji genéw mozna znalezé
w pracy Freeman’a i in. [2000] oraz Aharoni, Vorst [2001].

Oprécz techniki mikromacierzy, istniejg réwniez makromacierze DNA, ktére polegajg na
zautomatyzowanym przytaczaniu 200-5000 fragmentéw DNA do membran, hybrydyzacji sond
znakowanych radioaktywnymi izotopami i odczycie wyniku po naswietleniu klisz fotogra-
ficznych promieniami X. Zaletg makromacierzy jest wysoki stopieri detekcji ekspresji genéw
przy zastosowaniu mniejszej liczby sond [Freeman i in. 2000].

Warto mie¢ na uwadze, ze detekcja np. wysokiego poziomu ekspresji genéw w prébee
nickoniecznie odzwierciedla wysoki stopieni syntezy aktywnych biatek, do ktérych powstania
wymagane s3 inne zlozone procesy biochemiczne w komdrce. Aby zwigkszy¢ wiarygodnosé
analiz mikro- i makromacierzy stosuje si¢ podstawowe kryteria badawcze, np. odpowiednig
liczbe powtdrzen, poréwnywanie ekspresji genéw w tkankach o zblizonym stadium rozwoju,
optymalizacje hybrydyzacji przez randomizacje, zastosowanie tej samej rezolucji obrazu
w skanerze do analiz poréwnywalnych préb, itp. [Churchill 2002; Oleksiak i in. 2002; Yang,
Speed 2003; Lelung, Cavalieri 2003]. Statystyczng obrébke danych wykonuje si¢ za pomocg
ogélnie dostgpnych programéw, np. GEPAS v.1.1 (http://gepas.bioinfo.ochoa.fib.es/), TM4
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v. 3.1. (http://www.tm4.org/) i BASE (http://pga.mgh.harvard.edu/Parabiosys/education/classes/
mgh_base_tutorial-dpark.htm).

Zastosowanie mikromacierzy w genetyce drzew lesnych

Ogdlnie, praktyczne mozliwosci zastosowania danych na temat ekspresji genéw za pomocg ana-
liz mikromacierzy DNA sg nicograniczone. Poczgwszy od analizy genéw odpowiedzialnych za
produkcj¢ okreslonych substancji (np. substancji antyrakowych w przemysle farmakologi-
cznym), po przemystowe zastosowanie w produkcji roslin o zwickszonej ekspresji genéw
kodujgcych korzystne cechy fenotypowe [Enard i in. 2002; Gibson 2002; Puruggan, Gibson
2003]. Metoda mikromacierzy jest wysoce wiarygodna i znajduje bardzo szerokie zastosowanie
w genomice funkcjonalnej wielu organizméw, w tym réwniez roslin drzewiastych.

Badania nad ekspresja genéw u rosliny modelowej — Arabidopsis thaliana, zapoczatkowaty
rozw6j genomiki funkcjonalnej u drzewiastych roslin uprawnych [Shena i in. 1995; Aharoni, Vorst
2001]. U Arabidopsis poznano jak dotad szereg genéw biorgeych udzial np. w procesach wzrostu
i rozwoju (m.in. biosyntezy lignin) oraz odpornosci na suszg, niskie wartosci temperatury i zasole-
nie podtoza [Seki i in. 2002; Horvath i in. 2003; Ehlting i in. 2005]. Dane te zostaty wykorzystane
w opracowaniu mikromacierzy DNA dla gatunkéw drzewiastych, o bardziej ztozonym genomie.

Jako jedne z pierwszych, analizowano technikg mikromacierzy uprawne gatunki Citrus,
w celu szybkiej detekcji aktywnosci genéw w komérce w trakcie naturalnych proceséw
zyciowych w roslinie (np. kwitnienia, dojrzewania owocéw, zrzucania lisci) lub pod wptywem
dziatania czynnikéw zewnetrznych (suszy, ataku patogendw, zasolenia podtoza). I tak, analiza
ckspresji genéw u Citrus clementina Hort., C. macrophylla, C. medica i C. sinensis wykazata eks-
presje ok. 7000 genéw biorgcych udziat m.in. w procesach infekcji wirusowej przez szczepy
Citrus tristeza i C. exocortis, infekcji korzenie przez Phytophthora citrophtora, rozwoju lisci, procesu
kwitnienia, stresu wywolanego przez zasolenie podtoza NaCl [Forment i in. 2005]. Sposréd
zidentyfikowanych metodg mikromacierzy genéw, podlegajacych ekspresji w badanych tkan-
kach Citrus clementina Hort. ex Tan. cv. Clemenules, najwigkszg grupe stanowity geny metabo-
lizmu komdrkowego (28,3%), geny cyklu komdrkowego, replikacji i transkrypcji DNA (ok. 5%)
oraz syntezy biatek (3,9%). Inne geny, ktérych ekspresja zwigkszyta si¢ pod wptywem badanych
czynnikéw to np. geny kodujace: biatka odpornosciowe (1,8%), biatka transportu komdrkowego
(1,2%), biatka biorace udziat w przekazywaniu sygnatéw w komérce (2,7%) i biatka regula-
torowe (0,7%) [Forment i in. 2005]. Sposréd wszystkich wykrytych genéw, 16% wykazato
podobieristwo do genéw kodujgcych biatka u Arabidopsis thaliana, a 32% to geny kodujace
biatka o jeszcze nieznanej funkcji.

U Populus tremula x P. alba, P. tremuloides i P. euramericana badano metodg mikromacierzy
ckspresje genéw odpowiedzialnych za tworzenie wiékien drewna reakcyjnego [Pilate i in.
2004]. W badaniach proceséw komdérkowych przejscia z fazy wzrostu do fazy spoczynku
u Populus tremula odkryto zmniejszong ekspresje genéw w merystemie kambialnym kodujacych
m.in. biatka z rodziny LEA, cytochromy P-450, dehydryny, ekstensyny; przy czym podstawowy
poziom ekspresji genéw np. ARF i Aux/IAA nie ulegal zmianie [Schrader i in. 2004]. W innym
procesie rozwojowym u topoli, kwitnieniu Populus trichocarpa, badano aktywnos¢ genéw pod-
czas inicjacji tej fazy [Brunner, Nilsson 2004].

Aktywnos¢ genéw kodujgcych metalotioniny oraz biatka biorgce udziat w syntezie sciany
komérkowej potwierdzono w przypadku ekspozycji lisci topoli na podwyzszone st¢zenie (560
ppm) CO, i 1,5x podwyzszone ponad normg st¢zenie ozonu (O,) oraz na atak wirusa plamistosci
mozaikowej topoli (PopMV) [Smith i in. 2004; Gupta i in. 2005; Taylor i in. 2005].
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Jak dotad, analizy mikromacierzy DNA u gatunkéw iglastych, zastosowano jedynie
w badaniach niektérych gatunkéw sosny i swierka. Geny kodujgce biatka z rodziny arabino-
galaktanéw (ang. AGPs) oraz biatka z rodziny glikoprotein bogatych w hydroksyproliny
(HGRPs) ulegaly zmniejszonej ekspresji w komdérkach ksylemu podczas tworzenia drewna
wezesnego i p6znego u Pinus taeda [Yang i in. 2005]. Tworzenie si¢ korzeni bocznych u Pinus
contorta charakteryzuje si¢ zmiang w profilu ekspresji ok. 220 genéw, m.in. odpowiedzialnych za
syntez¢ bialek biorgeych udziat w podziatach komdrkowych, transportu auksyn, fotosyntezie,
syntezie Sciany komdrkowej oraz genéw bialek stresowych i przekaznikéw informacji w ko-
moree [Brinker i in. 2004].

U swierka (Picea abies 1. Karst.) i sosny (Pinus taeda) badano mechanizmy regulacji rozwo-
ju zarodkéw somatycznych podczas procesu embriogenezy. W tym celu poréwnano ekspresj¢
2178 ESTs w komérkach wytwarzajagcych zarodki somatyczne z komérkami, w keérych iz vitro
zablokowano ten proces. Na podstawie badari mikromacierzy zidentyfikowano szereg genéw
odpowiedzialnych za przejscie zarodk6w w poszcezegdlne fazy rozwoju, tj. geny biatek biorgcych
udziat w detoksykacji komdérkowej, geny metionin i metabolizmu we¢glowodandéw [Stasolla i in.
2004].

Technika mikromacierzy jest stosowana réwniez w celu szybkiego poznania interakcji
patogen — roslina na poziomie DNA, m.in. u drzew iglastych zaatakowanych przez korzeniowca
wieloletniego (Heterobasidion annosum) i moze by¢ w przysztosci wykorzystana do transformaciji
genetycznej gatunkéw o zmniejszonej odpornosci [Asiegbu i in. 2005].

U Pinus taeda wykryto 131 réznic w ekspresji genéw w zaleznosci od geograficznego
potozenia badanych drzewostanéw, co moze $wiadczyé o genetycznym podlozu proceséw adap-
tacyjnych w obrebie gatunku [Yang, Loopstra 2005]. Identyfikacja genéw adaptacyjnych
u gatunkéw drzewiastych oraz charakterystyka poszczegélnych populacji pod katem ekspresji
genéw warunkujgcych adaptacje do zmiennych warunkéw srodowiska moze by¢ podstawg do
zachowania réznorodnosci biologicznej podczas sztucznych odnowieri stanowisk lesnych.

Podsumowanie

Mozliwosci zastosowania wymienionych wynikéw w praktyce sg bardzo duze, poczgwszy od
analizy genéw odpowiedzialnych za produkcj¢ okreslonych substancji (przemyst farmakolo-
giczny) po przemystowe zastosowanie w produkeji roslin o zwigkszonej ekspresji genéw
kodujgcych korzystne cechy fenotypowe.

Ogdlnie, technika mikromacierzy DNA polega na:

# przygotowaniu mikromacierzy ztozonych z sekwencji ES'TS,

# izolacji mRNA z analizowanych komdrek i syntezie sond znakowanych fluorescencyijnie,
# hybrydyzacji sond z sekwencjami genéw w macierzy,

# detekeji obrazu przez wigzke lasera,

# analizie komputerowej genéw o zwigkszonej, zmniejszonej lub statej ekspresji.

W praktyce lesnej, mikromacierze mogg by¢ wykorzystane w:

# szybkiej i precyzyjnej detekeji ekspresji tysigca genéw w prébee, poczawszy od malej ilosci
materiatu wyjsciowego (od 100 do 500 mg),

#* identyfikacji genéw odgrywajacych wazng funkcije w procesach zyciowych komérki (np. oddy-
chanie, fotosynteza, transport komérkowy),

# badaniu szlak6w metabolicznych o nieznanym podtozu genetycznym,

# identyfikacji genéw odpowiedzialnych za cechy morfologiczne drzew (np. migzszos¢ drewna),
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# identyfikacji genéw odpowiedzialnych za cechy rozwojowe (tj. proces kwitnienia, wytwarza-
nia korzeni bocznych, wyksztatcania owocéw, nasion itp.),

# identyfikacji genéw odpowiedzialnych za cechy odpornosciowe na czynniki biotyczne
(patogeny bakteryjne, grzybowe i szkodliwe owady) i czynniki abiotyczne (zasolenie podtoza,
susza, nickorzystne warunki srodowiska itp.).

#* wezesnej selekeji drzew wykazujacych korzystne cechy fenotypowe,

# poznaniu interakcji patogen — roslina na poziomie ekspresji genéw,

# transformacji genetycznej gatunkéw w celu nadania odpornosci lub cennych cech fenoty-
powych,

# zachowaniu réznorodnosci biologicznej w trakcie odnowieri stanowisk lesnych.
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SUMMARY
Gene-expression in forest-tree species assessed with microarrays as a tool

Microarray technique is a powerful approach for genomics research. In the field of functional
genomic, microarray-based analysis enables the determination of alleles at hundreds of thousands
of loci from numerous samples. This method consists in 5 main steps of experimental design.
First, the microarrays with the ESTs library of genes are prepared. The arrays are based on
different solid matrix: the glass microscope slides and silicon/ceramic chips or nylon membranes.
In second step, the samples to analyze are prepared. Generally, two kinds of material are tested:
one treated or examined for a specific trait and the other as a reference (or control). Then, the
mRNA are extracted from each sample and transformed into ¢cDNA labeled with different
fluorescent dyes (e.g. Cy-3 and Cy-5). In the third step, the cDNA probes are hybridized with
the microarray and the resulting image of fluorescence is analyzed. The latest step consists in
computer processing of the generated data. The power of this method consists in miniaturization,
automation and parallel study of large-scale genome from multiple samples.

Since far, several genes have been discovered in Gitrus species i.e. Gitrus clementina Hort.,
C. macrophylla, C. medica i C. sinensis. These genes are involved in many cell processes including
cell metabolism, cell cycle, DNA processing, transcription, protein synthesis, cellular transport,
signal transduction, cell rescue, defense mechanisms, energy production and interactions with
environment. In Populus, Pinus and Picea species the microarray technique has been mainly used
in order to study the development and growth processes (xylem, adventious root and zygotic
embryo formation, flowering, ripening, shooting of leaves), resistance mechanisms against
biotic (fungi, viruses) and abiotic factors (drought, NaCl, elevated CO, and O, concentrations).

The application in forest-tree genetics may be considered in many fields, e.g.:

# fast and precise detection of the gene-expression from little amount of plant material
required (100-500 mg),
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# identification of genes involved in crucial processes of cell live (respiration, photosynthesis,
transport),

# study of metabolic pathways with unknown genetic background,

# identification of genes coding morphological traits (e.g. timber quality),

# identification of genes coding developmental traits involving e.g. flowering, adventious root,
fruit and seed formation,

# identification of genes coding proteins involved in plant resistance against biotic factors
(bacteria, fungi pathogens and insects), and abiotic factors (salt, drought, unfavourable
environmental conditions),

# carly selection in nursery of trees with morphologically valuable traits,

# identification of genetic background concerning the pathogen — plant interaction,

# genetic transformation of woody plants in order to enhance the resistance or to produce
the valuable morphological trait,

# biodiversity conservation while artificial regeneration of forest tree stands is planned.



